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RESUMO 
O milho [Zea mays L. (Poaceae)] é uma cultura de importância mundial. Durante o 
crescimento e desenvolvimento dessa cultura, outras plantas podem interferir e 
competir por água, luz e nutrientes, sendo estas consideradas daninhas e um dos 
principais entraves a produção. Por outro lado, os artrópodes benéficos ou pragas 
podem possuir uma interação positiva com essas plantas.  Além dos benefícios como 
fonte alternativa de alimento, essas plantas são capazes de melhorar o fitness dos 
inimigos naturais. O controle das plantas daninhas, na cultura do milho, é mais 
eficiente com o uso dos herbicidas, porém estas substâncias são capazes de interferir 
em rotas metabólicas não alvo presentes nos inimigos naturais. O objetivo deste 
trabalho foi verificar o efeito dos herbicidas, atrazine, nicosulfuron e mistura destes, 
sobre as seguintes características de Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: 
Pentatomidae): i) o comportamento de cópula, ii) a dinâmica reprodutiva das fêmeas, e 
iii) a morfologia e a histologia das estruturas reprodutivas das fêmeas. Aos quatro dias 
de idade, quinze fêmeas adultas de P. nigrispinus, por tratamento, receberam a dose 
comercial de 1,5 g L-1 atrazine; 0,3 g  L-1 nicosulfuron; 1,5 g L-1 + 0,3 g L-1, atrazine + 
nicosulfuron. Após seis horas de exposição, as fêmeas foram transferidas para placas 
de Petri (10 cm), com um macho de P. nigrispinus para cada fêmea. Foi observado por 
24 horas o comportamento e a duração de cópula de cada casal deste predador. Após o 
período de 24 horas foi observado possíveis alterações no comportamento de cópula 
das fêmeas. Sete dias após a sua emergência, três fêmeas de P. nigrispinus oriundas de 
cada tratamento foram dissecadas. Foi observado o desenvolvimento e maturação dos 
ovócitos, a contagem do número de ovócitos maduros e imaturos, o número de 
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ovaríolos e comparações da histologia das estruturas reprodutivas. Para as demais 
fêmeas foram avaliados os parâmetros biológicos: longevidade das fêmeas, período de 
pré-oviposição, período de oviposição, período de pós-oviposição, número de ovos por 
tratamento, fecundidade (número total de ovos viáveis). A duração dos acasalamentos, 
nas primeiras 24 horas, a longevidade, a morfologia e a histologia das estruturas 
reprodutivas, independente dos tratamentos, não diferiram. Porém, fêmeas de P. 
nigrispinus, expostas a misturas destes herbicidas, não apresentaram predisposição à 
cópula nas primeiras 24 horas, onde somente duas fêmeas deste tratamento copularam. 
Fêmeas expostas aos herbicidas, atrazine, nicosulfuron e mistura, apresentaram 
ovaríolos com menor número de ovócitos, sendo em sua maioria ovócitos imaturos. A 
quantidade de ovócitos encontrado em cada ovaríolo pode ser relacionada com a 
fertilidade da fêmea, desta forma a ovogênese foi menor nas fêmeas de P. nigrispinus 
tratadas com herbicidas. Assim, é possível afirmar que os herbicidas testados foram 
seletivos para as fêmeas de P. nigrispinus, por não afetar sua longevidade. No entanto, 
é possível que a síntese do hormônio juvenil tenha sido afetada, alterando as taxas 
reprodutivas desta espécie.  
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ABSTRACT. 
The corn [Zea mays L. (Poaceae)] is a crop of global importance. During the growth 
and development of this culture, other plants can interfere and compete for water, light 
and nutrients, which are considered weeds and a major constraint to production. 
Moreover, the beneficial arthropod pests or may have a positive interaction with such 
plants. In addition to the benefits as an alternative food source, these plants are able to 
improve the fitness of natural enemies. The control of weeds in corn, is more efficient 
with the use of herbicides, but these substances are capable of interfering with 
metabolic pathways present in non-target natural enemies. The objective of this study 
was to investigate the effect of herbicides atrazine, nicosulfuron and mixture thereof, 
on the following characteristics of Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: 
Pentatomidae): i) the behavior of copulation, ii) the dynamics of reproductive females, 
and iii) the morphology and histology of the female reproductive structures. At four 
days of age, fifteen adult females of the predator by treatment received a commercial 
dose of 1.5 g L-1 atrazine , 0.3 g L-1 nicosulfuron , 1.5 g L-1 + 0 3 g L-1 atrazine + 
nicosulfuron . After six hours of exposure , the females were transferred to Petri dishes 
(10 cm) , with a male of the predator for each female. Was observed for 24 hours 
uninterrupted behavior and duration of copulation of each couple this predator. After 
24 hours the possible behavior changes was observed in the mating the females. Seven 
days after their emergence, three females of the predator coming from each treatment 
were dissected. The development and maturation of oocytes, counting the number of 
mature and immature oocytes, the number of ovarioles and comparisons of histology 
of reproductive structures was observed. Female longevity, pre-oviposition, 
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oviposition period, post-oviposition period, number of eggs per treatment, fecundity 
(total number of viable eggs): For other females biological parameters were evaluated. 
The duration of mating, the first 24 hours, longevity, morphology and histology of the 
reproductive structures, regardless of the treatments did not differ. However, females 
of the predator exposed to mixtures of these herbicides showed no predisposition to 
copulation in the first 24 hours, where only two females mated this treatment. Females 
exposed to herbicides, atrazine, and nicosulfuron mixture showed ovarioles with fewer 
oocytes, with the most immature oocytes. The number of oocytes in each ovariole 
found may be related to female fertility, thereby oogenesis was lower in females of the 
predator treated with herbicides. Thus, we can say that the herbicides were selective 
for females of the predator, not to affect their longevity. However, the synthesis of 
juvenile hormone may have been affected by changing the reproductive rates of the 
species. 
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INTRODUÇÃO  
1.1. PRODUÇÃO DE MILHO E MANEJO DE PLANTAS DANINHAS 
 O milho [Zea mays L. (Poaceae)] é uma cultura agrícola de importância 
mundial, possui grande utilização na alimentação humana e animal, destacando-se 
também como matéria-prima de expressiva importância para uso industrial (Landis et 
al., 2008; Edgerton, 2009). O Brasil é o terceiro produtor mundial de milho, estando à 
sua frente os Estados Unidos e a China. Segundo projeções, para os próximos 10 anos, 
a produção desta cultura no Brasil tende a se expandir consideravelmente, com 
provável crescimento de 1,6% ao ano (MAPA, 2013). 
 Em áreas agrícolas de todo o mundo o rendimento do milho pode ser limitado 
por diferentes fatores, com destaque para o déficit hídrico, disponibilidade de 
nitrogênio e interferência de plantas daninhas (Gholamhoseini et al., 2013). O déficit 
hídrico ou a alta taxa de evapotranspiração ativam mecanismos fisiológicos na planta, 
permitindo que estes vegetais tolerem estas limitações climáticas, modificando seu 
crescimento e desenvolvimento, reduzindo assim o rendimento dos grãos (Pandy et al., 
2000; Gholamhoseinia et al., 2013).  
 Um aumento na lâmina d’água do solo pode elevar a resposta da produtividade 
à adubação nitrogenada. O nitrogênio é o nutriente mais importante para o rendimento 
desta cultura. A deficiência no suprimento de nitrogênio afeta seu o crescimento, o 
desenvolvimento, o número e peso das espigas (Pandy et al., 2000).  As plantas 
daninhas competem com o milho por nitrogênio e outros nutrientes; também 
concorrem por água, luz e espaço. Sendo, estas plantas, um dos principais entraves 
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para a agricultura (Li et al., 2007; Di Paolo & Rinaldi, 2008). Dependendo do tempo e 
da intensidade de convivência entre as plantas daninhas e o milho, os efeitos dessa 
interferência são irreversíveis, não havendo recuperação do desenvolvimento ou da 
produtividade, assim seu controle torna-se um grande desafio para garantir o sucesso 
da produção (Marshall et al., 2003). 
 No Brasil, destaca-se ainda a interferência dos insetos pragas sobre a cultura, 
que em condições de clima tropical, encontram um ambiente ideal para seu 
desenvolvimento, causando grandes perdas quantitativas e qualitativas (Leite et al., 
2011). Para muitos artrópodes fitófagos a planta daninha é a primeira fonte de recurso. 
Estes artrópodes debilitam as plantas daninhas deixando água, nutrientes e luz solar 
disponíveis para a planta de cultivo. No fluxo de energia entre os níveis tróficos, as 
plantas daninhas estão no mesmo nível da cultura, ou seja, toda planta é produtora. 
Assim, a ocorrência de interações entre as plantas daninhas e os artrópodes benéficos 
ou pragas é comum (Marshall et al., 2003; Farkas & Singer, 2013).  
 Além dos benefícios como fonte de nutrientes e energia, as plantas daninhas são 
capazes de melhorar o fitness dos inimigos naturais, como observado nos percevejos 
das famílias Pentatomidae e Geocoridae (Hamilton, 1964; Norris & Kogan, 2000). Os 
predadores dessas famílias têm a sobrevivência e a fecundidade melhorada quando 
alimentam não só da presa, como também das plantas daninhas (Norris & Kogan, 
2000; Evangelista-Júnior  et al., 2004; Torres et al., 2006).    
 Estas interações se tornam primordiais quando o artrópode benéfico utiliza a 
planta daninha como recurso em períodos de escassez de presas. A interação trófica 
direta ocorre entre as plantas daninhas e artrópodes quando estes alimentam 
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diretamente delas (Norris & Kogan 2000; Capinera, 2005; Ode, 2008). A interação 
trófica indireta pode ocorrer em três situações: i) quando o artrópode alimenta da 
cultura, causando impactos na comunidade de plantas daninhas, provocando alterações 
na disponibilidade de recursos do ecossistema, ii) ou da utilização das plantas daninhas 
como  plantas hospedeiras para presas alternativas dos insetos benéficos, e iii) ou pela 
interação tri-trófica: planta – herbívoro – inimigo natural, onde a planta atacada libera 
compostos voláteis em resposta à injúria causada pelo herbívoro,  estes voláteis atraem 
o nível terciário ou superior, os inimigos naturais (Norris & Kogan, 2000; Moraes et 
al., 2005; Ode, 2008).  
 Outra interação de importante ocorrência entre os inimigos naturais e as plantas 
daninhas se dá pela interação poli-trófica, onde os artrópodes se alimentam de mais de 
um nível trófico. Apesar da interação comprovada entre as plantas daninhas e 
artrópodes benéficos, as estratégias que visam o controle de uma ou outra classe de 
pragas raramente consideram tais relações (Norris & Kogan, 2000).  
 O manejo das plantas daninhas em sistemas agrícolas tem grande influência 
sobre a biodiversidade. Se a redução da população de plantas daninhas for 
considerável, com expressivos impactos sobre o seu potencial reprodutivo, algumas 
funções do ecossistema são afetadas como a ciclagem de nutrientes, interações tróficas 
entre a fauna, flora e micro-organismos (Marshall et al., 2003).  
 O melhoramento das técnicas de controle das plantas daninhas inclui o uso dos 
herbicidas, que facilita o cultivo de diferentes culturas com um maior rendimento 
(Marshall et al., 2003; Hough-Goldstein, 2004). O controle das plantas daninhas com 
uso de herbicidas é necessário para garantir o sucesso no rendimento dos grãos de 
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milho. Porém, o potencial de dano biológico dos herbicidas vem crescendo, 
principalmente, com seu uso sem controle, tornando necessário, conhecimentos 
básicos sobre as populações das plantas daninhas e sua interação com o ambiente 
(Camilo et al., 2012; Menezes et al., 2012).  
 Os herbicidas são uma categoria heterogênea de produtos químicos sintetizados, 
desenvolvidos especialmente para o controle de ervas daninhas, porém podem atingir 
vários ecossistemas de diversas maneiras a partir da área onde são aplicados (Soltani et 
al., 2009; Menezes et al., 2012).  
 O herbicida atrazine é o mais conhecido dentro da classe das triazinas, podendo 
ser aplicado em pré e pós-emergência para o controle de plantas daninhas de folhas 
largas e outras Poaceae na cultura do milho, sorgo, pastagens, cana-de-açúcar e outras 
culturas (Krutz et al., 2012). Tem como mecanismo de ação a inibição do fotossistema 
II, bloqueando a transferência de elétrons para as membranas dos tilacóides nos 
cloroplastos. Este bloqueio impede a redução da quinona A, por esta competir com a 
quinona B pelo sítio de ligação da proteína D1, ocasionando na saída de QB e, 
consequentemente, interrupção no fluxo de elétrons. Não permitindo a redução do 
NADPH, essencial para a fixação de CO2, elemento importante para o crescimento das 
plantas (Fuerst & Norman 1991; Breitenbach et al., 2001). O atrazine apresenta meia-
vida no solo entre 15 e 100 dias, porém, devido ao seu largo uso em todo o mundo e à 
baixa capacidade adsortiva, é um dos herbicidas mais lixiviados e danosos ao meio 
ambiente (Ralebitso et al., 2002; Menezes et al., 2012). 
 Para aumentar o espectro de controle de plantas daninhas na cultura do milho, o 
herbicida atrazine é utilizado, pelos agricultores, junto com outros produtos 
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comerciais, como o nicosulfuron (Freitas & Timossi, 2011). O nicosulfuron é um 
herbicida sistêmico, pós-emergente, do grupo químico das sulfoniluréias, inibindo a 
enzima aceto-lactato-sintase (ALS) nas plantas, prejudicando a biossíntese de 
aminoácidos de cadeia ramificada: valina, leucina e isoleucina, e, consequentemente 
no crescimento celular (Anderson et al., 1998).  
 As substâncias químicas contidas nos herbicidas são capazes de interferir em 
outras rotas metabólicas não alvo, como naquelas presentes em inimigos naturais, 
alterando assim seu fitness. Os inimigos naturais são importantes agentes no controle 
biológico de pragas, pois podem alimentar-se de várias espécies de insetos pragas, 
reduzindo sua densidade no campo. O herbicida glyphosate é formulado com 
diferentes sais, tais como o sal potássico, sal de isopropilamina e sal de amônio. 
Apresentado diferentes efeitos de toxicidade, devido a sua formulação, sobre os 
insetos benéficos como o parasitoide Trichogramma pretiosum (Riley) (Hymenoptera: 
Trichogrammatidae), um importante agente de controle biológico capaz de parasitar 
ovos de uma grande diversidade de pragas da ordem Lepidoptera (Giolo et al., 2005).  
 Os herbicidas clorimuron 20 (Classic®) e glyphosate 972 (Roundup Ready®) 
foram classificados como nocivos para ovos de T. pretiosum e inofensivos para o 
estádio de larva e pupa deste parasitoide (Bueno et al., 2008). Ovos de Podisus 
nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae), inseto considerado inimigo natural de 
Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), foram sensíveis aos 
herbicidas atrazine e nicosulfuron (Menezes et al., 2012).  
 Em geral, estudos que envolvem a classe dos agrotóxicos, para fins de registro 
e/ou compatibilidade com programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) 
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proporcionam importantes informações sobre o risco que representam para os inimigos 
naturais (Desneux et al., 2007; Castro et al., 2011). O uso de inimigos naturais no MIP 
está associado como o uso de agrotóxicos que sejam, simultaneamente, eficientes 
contra pragas e seguros para artrópodes predadores e parasitoides (Desneux et al., 
2004; 2007; Bueno et al., 2008). A ação dos agrotóxicos sobre os inimigos naturais 
podem resultar em uma série de eventos comportamentais e fisiológicos, causando 
perturbações entre o sistema nervoso e endócrino, podendo provocar limitações na sua 
taxa de oviposição (Desneux et al., 2007).  
 
1.2. CONTROLE BIOLÓGICO NA CULTURA DO MILHO 
 O controle biológico de pragas inclui o uso de organismos benéficos como 
predadores e parasitoides, ou micro-organismos como fungos, vírus e bactérias, para 
controlar espécies de pragas. Esta estratégia do MIP atua como uma alternativa atóxica 
sem provocar desequilíbrio (Perdikis et al., 2011). Uma das estratégias do MIP é a 
conservação de comunidades de inimigos naturais no campo (Barbosa, 1999; Straub, 
2008). Outra é a importação dos inimigos naturais contra pragas exóticas, ou seja, o 
controle biológico clássico. O controle biológico aplicado se dá por meio da aplicação 
inundativa ou inoculativa de inimigos naturais que já estão em pleno vigor e 
disponíveis (Straub, 2008; Perdikis et al., 2011). O Brasil tem um grande potencial 
para o uso do controle biológico, pois está em uma região tropical onde o número de 
agentes é expressivo (Torres et al., 2006). 
 A subfamília Asopinae apresenta um elevado número de percevejos predadores 
para o uso no controle biológico, tanto na agricultura como em culturas florestais 
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(Lemos et al., 2003; Zanuncio et al., 2008). Mais de 58 espécies de Asopinae já foram 
relatadas na América do Sul, sendo que deste total, 14 gêneros compreendendo 44 
espécies, são encontradas no Brasil (Torres et al., 2006). Entre as espécies desta 
subfamília, o predador Podisus nigrispinus é o percevejo mais estudado no Brasil. De 
hábito generalista, alimenta-se principalmente de larvas de insetos de várias espécies 
de pragas pertencentes às ordens Lepidoptera e Coleoptera (Grosman et al., 2005; 
Torres et al., 2006).   
 Uma das características que favorece a utilização de P. nigrispinus como um 
importante predador de pragas agroflorestais, inclui a sua agressividade. Este 
percevejo ataca mais de 30 espécies de pragas de importância econômica e ocorre 
naturalmente em diversos agroecossistemas com registro na Argentina, Bolívia, Brasil, 
Colômbia, Costa Rica, Equador, Guiana, Panamá, Paraguai, Peru e Suriname 
(Zanuncio et al., 2003; Freitas et al., 2006; Torres et al., 2006).  
 Diferentes fatores podem afetar seu uso como agente do controle biológico, 
entre eles a existência de métodos de amostragem das pragas adequados, taxas de 
liberação, sua capacidade de reprodução e dinâmica populacional (Torres et al., 2006), 
ou seja,  sua eficiência como agente de controle biológico está relacionada com fatores 
que garantam a sua permanência no campo (Zanuncio et al., 2003). 
  Dentre as pragas de potencial econômico, uma das mais importantes 
encontradas na cultura do milho é a lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda, 
considerada uma das pragas mais destrutivas do milho nas Américas (Zanuncio et al., 
2008). Tem ocorrência em todas as regiões produtoras de milho no Brasil e pode 
atacar as plantações em qualquer época do ano, desde a sua emergência até a formação 
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de espigas, tanto nos cultivos de verão quanto na safrinha (Figueiredo et al., 2006; 
Zanuncio et al., 2008). 
 Medidas alternativas como o uso combinado de variedades de milho resistentes 
com o controle biológico, visam o atraso da adaptação destas pragas (Hoballah, 2004).  
Estimular o controle biológico é indispensável para o estabelecimento de programas de 
MIP. Para a liberação desses predadores é necessário conhecer sua biologia e a 
interferência que estes inimigos naturais podem sofrer devido às condições de campo.  
 
1.3.   REPRODUÇÃO DE Podisus nigrispinus 
 O sucesso reprodutivo de Podisus sp. está fortemente relacionado com o 
período de acasalamento desta espécie (Sousa-Souto et al., 2006). A realização de 
longas cópulas é necessária para a transferência de material seminal em quantidade 
apropriada às fêmeas, o que garante a postura de ovos com uma taxa de viabilidade 
elevada (Rodrigues et al., 2008; Soares et al., 2011). Outras duas vantagens são 
pontuadas para justificar o longo período de cópulas, as fêmeas podem responder aos 
machos de forma imediata para promover o uso de esperma durante ou logo após o 
acasalamento e ainda é possível relacionar este comportamento com o de “guarda” das 
fêmeas pelos machos para evitar futuras cópulas. Além disso, os machos precisam 
assegurar que seus gametas sejam transferidos para a fêmea e que migrem para o local 
de armazenamento (Eberhard, 1994; Rodrigues et al., 2008). O número de 
espermatozoides transferidos durante o acasalamento depende da duração da cópula 
(Chapman et al., 2000; Edvardsson & Arnqvist, 2000), o que justifica a duração do 
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acasalamento do predador P. nigrispinus ser em média de 15 horas (Torres & 
Zanuncio, 2001). 
 Em muitas espécies de insetos, as fêmeas podem esgotar o esperma armazenado 
logo após o acasalamento (Soares et al., 2011), o que torna a fêmea receptiva às 
múltiplas cópulas. O acasalamento múltiplo pode ocorrer com o mesmo ou com 
diferentes machos. Este comportamento de se acasalar com diferentes machos, 
caracteriza as fêmeas como poliândricas, uma estratégia utilizada para garantir a 
reposição de esperma e assegurar a fertilização de todos os seus ovos (Sousa-Souto, 
2006). Os acasalamentos múltiplos podem ainda, reduzir ou evitar a incompatibilidade 
genética, depleção dos espermatozoides e incrementar a sobrevivência da prole 
(Jennions & Petrie, 2000; Kaitala & Katvala, 2001; Fedorka & Mousseau, 2004). 
Porém, esses benefícios exigem que espermatozoides de diferentes machos se 
misturem no trato reprodutivo da fêmea para competição direta pós-cópula (Uhl et al., 
2005).  
 Durante a cópula, ocorre a transferência de substâncias acessórias, além de 
espermatozoides, que são utilizados pelas fêmeas para a vitelogênese, oviposição, 
ativação e viabilidade de espermatozoides durante a armazenagem na espermateca 
(Herndon & Wolfner, 1995; Koshiyama et al., 1996). A transferência de peptídeos e 
proteínas com a ejaculação pode alterar a produção de feromônio sexual na fêmea, 
deixando-a não receptiva a um novo acasalamento (Rodrigues et al., 2008).  
 Em geral, o aparelho reprodutor das fêmeas consiste de um par de ovários, 
composto geralmente por sete ovaríolos, dois ovidutos laterais, um oviduto comum, 
glândulas acessórias e vagina. Os ovários são suspensos na cavidade do corpo por 
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filamentos terminais e na extremidade inferior pelos ovidutos laterais. Os filamentos 
terminais estão interligados aos ovaríolos, formando um grupo de estrutura compacta. 
Os ovaríolos são longos tubos rodeados por uma rede traqueal bem desenvolvida. Os 
ovaríolos de cada ovário se fundem formando os ovidutos laterais, com um diâmetro 
maior que o dos ovaríolos. Os ovidutos laterais se combinam, formando o oviduto 
comum com um diâmetro similar (Lemos et al., 2005; 2010; Soares et al., 2011).  
 Os ovários dos insetos são diferenciados morfo-funcionalmente em duas 
categorias: panoístico e meroístico. Essa classificação baseia-se no destino das células 
germinativas no decorrer do desenvolvimento (Bonhag, 1958; Büning, 2006). Nos 
ovaríolos panoísticos, todas as células germinativas podem tornar-se ovócitos, 
enquanto nos meroísticos as divisões dos citoblastos levam à formação de 
agrupamentos (“clusters”) de células-irmãs (cistócitos). Os cistócitos sofrem 
diferenciação dando origem aos trofócitos e oócitos (Büning, 1994; Simiczyjew, 
2003).  Os ovários meroísticos podem ser classificados em: politrófico, caracterizado 
pela formação alternada de trofócitos e oócitos ao longo do ovaríolo; e o telotrófico, 
no qual as células tróficas são mantidas numa câmara terminal, comunicando-se com 
os oócitos através de cordões tróficos (Büning, 1994; Lemos et al., 2005).  
 Os hemípteros apresentam a estrutura do aparelho reprodutor da fêmea bastante 
homogêneo, com um ovaríolo meroístico telotrófico (Büning, 1994; Lundgren, 2011), 
onde todas as células nutridoras em potencial (trofócitos) são mantidas no germário, o 
qual se transforma em câmara terminal (câmara trófica) (Büning, 1994; Simiczyjew, 
2003; Lemos et al., 2005).  
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 O ovaríolo é a unidade funcional do ovário, organizados morfo-funcionalmente 
em três regiões distintas: i) o filamento terminal, localizado na extremidade anterior do 
ovaríolo, sustentando o ovário na cavidade abdominal, ii) o germário ou trofário, 
região apical do ovaríolo logo abaixo do filamento terminal, abrigam as células que 
dão origem aos trofócitos, oócitos e células foliculares, e iii) o vitelário, região 
posterior ao trofário, na qual o oócito passa pelo processo de vitelogênese e 
coriogênese (Büning, 1994; Lemos et al., 2005).  
 O desenvolvimento do ovo é iniciado por uma série de eventos e está 
intimamente ligado à ecologia e comportamento do inseto (Lundgren, 2011). Há três 
estádios gerais para o desenvolvimento dos ovos nos predadores da subordem 
Heteroptera, primeiro o ovócito imaturo acumula nutrientes, formando os ovócitos pré-
vitelogênicos. Em seguida, o ovócito acumula uma proteína específica, vitelina, forma-
se então os ovócitos vitelogênicos. Finalmente, o óvulo maduro é formado e inicia-se o 
desenvolvimento do córion, onde a casca de ovo é formada (Adams, 2000; Lemos et 
al., 2005). É no vitelário basal, parte da estrutura do ovaríolo, que se desenvolve os 
ovócitos. A quantidade de ovócitos encontrado em cada ovaríolo está fortemente 
relacionada com a fertilidade da fêmea. O número de ovócitos maturos presentes nos 
ovários prediz a rapidez com que a fêmea pode responder reprodutivamente 
(Vandekerkhove, 2006; Lundgren, 2011). 
 As fêmeas de P. nigrispinus podem iniciar a produção e maturação dos seus 
ovos logo após sua emergência, porém o acasalamento estimula a continuidade do 
processo de oviposição do predador. Ou seja, as fêmeas acasaladas têm a oviposição 
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estimulada e reduzem o período de pré-oviposição (Sousa-Souto et al., 2006; 
Rodrigues et al., 2008; Soares et al., 2011).  
 Vários fatores como temperatura (Medeiros, 2003), tipos de presas e plantas 
hospedeiras (Evangelista JR., 2003; Legaspi & Legaspi, 2004; Lemos et al., 2010), 
idade, peso e tamanho da fêmea, frequência e tempo da cópula (Rodrigues et al., 2008; 
Soares et al., 2011; Lemos et al., 2010) e uso de agrotóxicos (Torres & Ruberson, 
2004; Menezes et al., 2012; Oliveira et al., 2012) interferem na reprodução de Podisus 
sp., comprometendo a sua permanência no campo. Estes fatores alteram o fitness da 
fêmea, provocando alterações na sua fisiologia e morfologia de seus ovos e no 
aparelho reprodutor.  
 Podisus nigrispinus está entre as espécies de percevejo mais estudadas, porém 
são poucas as informações quanto a possíveis modificações no seu comportamento 
reprodutivo aliadas aos impactos ecotoxicológicos causados por agrotóxicos como os 
herbicidas. Estudos afirmam que os herbicidas comprometem o controle biológico 
realizado pelos seus agentes (Camilo et al., 2012; Menezes et al., 2012). Assim, a 
geração de conhecimento sobre a influência destes insumos no fitness do P. 
nigrispinus é de fundamental importância para o programa de MIP na cultura do 
milho. Com isto, será possível melhorar as metodologias para a introdução desses 
predadores, oferecendo melhor desempenho e conservando a sua permanência no 
campo. 
 O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito dos herbicidas atrazine, 
nicosulfuron e mistura destes aplicados na cultura do milho, sobre: i) o comportamento 
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de cópula, ii) a dinâmica reprodutiva das fêmeas, e iii) a morfologia e a histologia das 
estruturas reprodutivas das fêmeas. 
 A introdução geral e os artigos desta dissertação foram redigidos baseados nas 
normas da ABNT e do periódico Chemosphere. 
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CAPÍTULO I 
 
EFEITO DE ATRAZINE E NICOSSULFURON NO COMPORTAMENTO DE 
CÓPULA E NA CAPACIDADE REPRODUTIVA DAS FÊMEAS DE Podisus 
nigrispinus (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) 
 
RESUMO 
São crescentes os estudos apontando os efeitos colaterais dos agrotóxicos, que tendem 
a diminuir a permanência dos inimigos naturais no campo, interferindo inclusive em 
sua capacidade de controlar pragas. O objetivo deste trabalho foi avaliar em doses 
comerciais, os efeitos ecotoxicológicos causados pelos herbicidas utilizados na cultura 
do milho, atrazine e nicossulfuron, sobre as características comportamentais e a 
capacidade reprodutiva das fêmeas de P. nigrispinus. Aos quatro dias de idade, quinze 
fêmeas de P. nigrispinus, por tratamento, receberam a dose de 1,5 g L-1 atrazine; 0,3 g 
L-1 nicosulfuron; 1,5g L-1 + 0,3 g L-1, atrazine + nicosulfuron. Após seis horas de 
exposição, as fêmeas foram transferidas para placas de Petri (10 cm), com um macho 
de P. nigrispinus para cada fêmea. Foi observado por 24 horas, o comportamento e a 
duração de cópula de cada casal deste predador. Foram avaliados os parâmetros 
biológicos de doze fêmeas deste predador: longevidade das fêmeas, período de pré-
oviposição, período de oviposição, período de pós-oviposição, número de ovos por 
tratamento, fecundidade (número total de ovos viáveis). A duração dos acasalamentos, 
nas primeiras 24 horas, e a longevidade não foram influenciadas pela ação dos 
herbicidas, porém o número de ovos produzidos foi diminuído. Este resultado mostra 
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que as fêmeas de P.nigrispinus são capazes de se adaptar aos impactos 
ecotoxicológicos causados pelo atrazine e nicosulfuron. 
Palavras-chave: Inimigos naturais, Comportamento de cópula, Parâmetros 
reprodutivos, Longevidade, Herbicidas. 
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EFFECT OF ATRAZINE AND NICOSSULFURON  ON BEHAVIOR 
COPULATION AND REPRODUCTIVE CAPACITY OF FEMALE Podisus 
nigrispinus (Stal) (Hemiptera : Pentatomidae ) 
 
ABSTRACT 
 
There are growing studies on the side effects of pesticides, which tend to decrease the 
permanence of natural enemies in the field, including interfering in their ability to 
control pests. The objective of this study was to evaluate in commercial doses, the 
ecotoxicological effects caused by herbicides used in corn, atrazine and nicossulfuron 
on the behavioral characteristics and reproductive capacity of females to the predator . 
At four days of age, fifteen adult females of P. nigrispinus by treatment received a 
dose of 1.5 g L-1 atrazine , 0.3 g L-1 nicosulfuron , 1.5 g L-1 + 0.3 g L-1 atrazine + 
nicosulfuron . After six hours of exposure, the females were transferred to Petri dishes 
(10 cm), with a male of the predator for each female. Was observed for 24 hours and 
the duration of copulation behavior of each couple this predator. Biological parameters 
of twelve females of this predator were evaluated: female longevity, pre-oviposition, 
oviposition period, post-oviposition period, number of eggs per treatment, fertility 
(total number of viable eggs). The duration of mating, the first 24 hours, and longevity 
were not affected by the herbicides, but the number of eggs produced was decreased. 
This result shows that female P.nigrispinus is able to adapt to ecotoxicological impacts 
caused by atrazine and nicosulfuron. 
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Keywords: Natural enemies , mating behavior , reproductive parameters , Longevity , 
Herbicides. 
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1. INTRODUÇÃO 
 O uso dos herbicidas, produtos químicos sintetizados para o controle das plantas 
daninhas, pode influenciar a abundância e composição de artrópodes predadores nos 
agroecossistemas, provocando impactos comportamentais e fisiológicos (Hough-
Goldstein, 2004; Desneux et al., 2007; Camilo et al., 2012; Menezes et al., 2012). 
Algumas espécies de plantas consideradas daninhas, devido a sua densidade, estrutura 
de sua vegetação, uso como abrigo e fonte de energia, têm grande importância 
ecológica, principalmente, para as espécies de insetos benéficos (Norris & Kogan, 
2004; Msebah & El-Husseini, 2009), 
 Os artrópodes benéficos podem estar expostos aos herbicidas por meio do 
contato direto com a gota de pulverização, ou pela ingestão de presas e seiva de 
plantas contaminadas. Porém, o contato tarsal é a principal via de exposição destes 
inimigos naturais (Marshall et al., 2003; Mahdian et al., 2007; Cloyd & Bethke, 2011).   
  O uso de herbicidas seletivos tem como vantagem para Programas de Manejo 
Integrado de Pragas (MIP) a capacidade de controlar plantas daninhas com mínimos 
efeitos sobre organismos não alvos (Bueno & Freitas, 2004), sem causar a interrupção 
dos serviços que esses prestam ao ecossistema. 
 Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), praga chave do 
milho, pode causar danos à cultura durante todo seu ciclo. Essa praga pode ser 
controlada pelo percevejo predador Podisus nigrispinus (Dallas) (Hemiptera: 
Pentatomidae), considerado um potencial inimigo natural para diversas pragas 
pertencentes às ordens Lepidoptera e Coleoptera (Grosman et al., 2005; Torres et al., 
2006; ).  
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 São crescentes os estudos apontando os efeitos colaterais nos insetos 
provocados por agrotóxicos, que tendem a diminuir a permanência dos inimigos 
naturais no campo, interferindo inclusive em sua capacidade de controlar pragas 
(Bueno & Freitas, 2008; Bueno et al., 2008; Carmo et al., 2010; Menezes et al., 2012). 
A permanência destes predadores no campo está diretamente relacionada com o fitness 
das fêmeas (Lundgren et al., 2011).  
 Reduções na fecundidade causadas pelos herbicidas podem ser devido a efeitos 
comportamentais (Msebah & El-Husseini, 2009). O sucesso reprodutivo de P. 
nigrispinus está diretamente relacionado com o seu comportamento de cópula. Longas 
cópulas garantem a transferência do material seminal e de substâncias acessórias, 
promovendo uma maior massa de ovos, com uma elevada taxa de viabilidade 
(Rodrigues et al., 2008; Soares et al., 2011).  Além disso, a capacidade que uma 
espécie possui para a reprodução é dirigida pela fisiologia e morfologia das fêmeas e 
de seus ovos (Lundgren, 2011; Sá et al., 2013).  
 Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar, em doses comerciais, os efeitos 
ecotoxicológicos causados pelos herbicidas utilizados na cultura do milho, nas 
características comportamentais e sobre a capacidade reprodutiva das fêmeas de P. 
nigrispinus. 
  
2. MATERIAS E MÉTODOS 
2.1. OBTENÇÃO DAS FÊMEAS DE P. nigrispinus  
 Ovos de P. nigrispinus foram oriundos da criação do Laboratório de Controle 
Biológico de Insetos da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri – 
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UFVJM, onde este predador é criado a 25 ± 2ºC, 70 ± 10% de umidade relativa e 
fotofase de 12 horas. Duzentos ovos com menos de 24 horas foram coletados e 
dispostos em potes plásticos de 500 mL com um chumaço de algodão umedecido com 
água (Menezes et al., 2012), prevenindo-os de um possível ressecamento. Ao 
atingirem o 3º estádio as ninfas de P. nigrispinus foram separadas em grupo de cinco 
para evitar o canibalismo. Durante todo o experimento, ninfas e adultos foram 
alimentados com pupas de Tenebrio molitor (Linnaeus) (Coleoptera: Tenebrionidae) 
ad libitum (Torres et al., 2006) reproduzidas no Laboratório de Controle Biológico de 
Insetos da UFVJM. Após a emergência, os adultos de P. nigrispinus foram sexados 
pela aparência externa da genitália (Lemos et al., 2005). Na morte dos machos durante 
os bioensaios, os mesmos foram substituídos por outros machos de mesma idade. 
 
 2.2. COMPOSIÇÃO DOS TRATAMENTOS 
  Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado com 
doze repetições, compostos pelo controle (água destilada) e pelos herbicidas atrazine 
(Primóleo® 400g i.a/L), nicosulfuron (Sanson® 40g i.a./L) e em mistura (atrazine 
(Primóleo® 400g i.a/L) + nicosulfuron (Sanson® 40g i.a/L)). A dose dos herbicidas 
foi calculada de acordo com o diâmetro médio do pote plástico de 500 mL. 
 
2.4. APLICAÇÃO DOS TRATAMENTOS  
   Aos quatro dias de idade como adulta, quinze fêmeas de P. nigrispinus, por 
tratamento, foram individualizadas em potes plásticos de 500 mL, forrados com folhas 
de milho para evitar o contato da fêmea com excesso do produto. Para a aplicação 
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utilizou-se uma seringa de 1 mL, com agulha adaptada para pulverização, aspergindo-
se 0,26 mL de água destilada; 1,5 gL-1 de atrazine; 0,3 gL-1 de nicosulfuron e 1,5gL-1 + 
0,3 gL-1 da mistura, atrazine + nicosulfuron, correspondentes à recomendação de 6 e 
1,5 Lha-1 dos produtos comerciais Primóleo® 400g i.a/L e Sanson® 40g i.a./L, 
respectivamente. A aplicação foi feita diretamente sobre as fêmeas (Menezes et al., 
2012).  Após seis horas, tempo necessário para a penetração do herbicida nas folhas do 
milho, as fêmeas foram transferidas para placas de Petri (10 cm), com um macho de P. 
nigrispinus para cada fêmea. 
 
2.5. BIOENSAIO I - COMPORTAMENTO DE CÓPULA 
 Após a aplicação dos tratamentos, foi mantido um casal por placa de Petri, em 
delineamento inteiramente casualizado e com quinze repetições. Foi observada por 24 
horas, a atividade de locomoção, o comportamento e a duração de cópula de cada casal 
deste predador e a sobrevivência das fêmeas (Carvalho et al., 1994, Rodrigues et al., 
2009). Após este período foi observado possíveis alterações na predisposição das 
fêmeas à cópula.  Os dados foram submetidos aos testes das pressuposições do modelo 
matemático, Kolmogorov-Smirnov e Bartlett, em seguida à análise de variância, 
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o software R. 
 
 2.6. BIOENSAIO II - REPRODUÇÃO DE Podisus nigrispinus  
  Doze casais utilizados no ensaio de comportamento de cópula foram mantidos 
para a realização da reprodução. Neste experimento, foram observados os seguintes 
parâmetros biológicos: longevidade das fêmeas, período de pré-oviposição, período de 
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oviposição, período de pós-oviposição, número de ovos por tratamento, fecundidade 
(número total de ovos viáveis). Os dados foram submetidos aos testes das 
pressuposições do modelo matemático, Kolmogorov-Smirnov e Bartlett, em seguida à 
análise de variância, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com o 
software R. 
 
3. RESULTADOS 
3.1. COMPORTAMENTO DE CÓPULA 
  Imediatamente após o início da formação dos casais, as fêmeas do tratamento 
controle e as expostas ao herbicida atrazine, iniciaram o comportamento de cópula. As 
expostas ao nicosulfuron iniciaram a cópula, após várias tentativas, uma hora depois 
da formação dos casais. Apenas duas fêmeas expostas à mistura dos herbicidas 
apresentaram predisposição ao acasalamento, após o tempo médio de 11 horas. Além 
disso, fêmeas desse tratamento (mistura) se locomoveram menos nas placas de Petri 
durante o tempo de observação, quando comparadas aos demais. Porém a duração do 
tempo de cópula foi semelhante, independente do tratamento, variando de 10 a 15 
horas (tabela 1).  Para os tratamentos com os herbicidas isolados o efeito na 
predisposição das fêmeas à cópula foi semelhante. Após as primeiras 24 horas, as 
fêmeas tratadas com a mistura tornaram se mais predispostas à copula. Não houve 
efeito na duração de cópula sobre a longevidade das fêmeas, independente dos 
tratamentos, a longevidade das fêmeas foi semelhante (tabela 1). 
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3.2. CARACTERÍSTICAS REPRODUTIVAS  
 Em todos os tratamentos, o período fértil foi o de maior duração na fase adulta 
das fêmeas (Fig.1). O período de pré-ovipação foi semelhante para os tratamentos, 
exceto para as fêmeas tratadas com o nicosulfuron (Tabela 2). Para o período de 
oviposição e pós-oviposição, os resultados foram semelhantes para todos os 
tratamentos (Tabela 2). Os números de ovos produzidos pelas fêmeas expostas aos 
herbicidas diferem do número de ovos produzidos pelas fêmeas do controle (tabela 1). 
Porém a taxa de viabilidade destes foi semelhante para todos os tratamentos (tabela 1).   
  
 3. DISCUSSÃO  
 A duração dos acasalamentos, nas primeiras 24 horas, não foi influenciada pela 
ação dos herbicidas. Isto mostra que não houve interferência no tempo de ganho em 
material genético e em material nutricional. Estudos que avaliaram o período de 
cópula de P. nigrispinus, mostraram em média duração em torno de 12 horas, sendo 
que este tempo está relacionado diretamente com a quantidade de material transferido 
(Carvalho et al. 1995), pois o macho precisa assegurar que seus gametas sejam 
transferidos para a fêmea e que esses migrem para a espermateca (Chapman et al. 
2000; Rodrigues et al., 2009).  Efeitos subletais de agrotóxicos desencadeiam respostas 
distintas em fêmeas de P. nigrispinus, a azadiractina afetou a duração do período de 
acasalamento, sendo necessária uma duração maior para a transferência de materiais 
do que para as fêmeas não expostas (Oliveira et al., 2012).  
 Os efeitos dos herbicidas, no comportamento de cópula, foram mais evidentes 
nas primeiras 24 horas para o tratamento com a mistura dos herbicidas, onde somente 
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duas fêmeas apresentaram-se disponíveis à cópula. A partir do quarto dia de idade, 
fêmeas de P. nigripinus encontram-se em estádio de maturação sexual, tornando 
receptivas as cópulas (Zanuncio et al., 1992; Carvalho et al., 1994; Rodrigues et al., 
2008). As fêmeas pulverizadas com a mistura dos herbicidas, além da 
indisponibilidade a cópula, nas primeiras 24h, reduziram suas atividades de 
locomoção.  Os agrotóxicos podem afetar a comunicação química entre os artrópodes, 
reduzindo seu instinto predador e a sua capacidade de localizar seus parceiros. O 
hormônio juvenil afeta o metabolismo geral na maioria dos insetos, causando 
alterações na histogênese, nos tipos de polimorfismo e no comportamento sexual 
(Wigglesworth, 1965; Griesinger et al., 2011; He et al., 2012). Esse efeito pode ter 
como causa um comportamento adaptativo, no qual estas fêmeas apresentam menor 
mobilidade para evitar a maior exposição aos resíduos tóxicos (Campos et al., 2011). 
No entanto, as perturbações de mobilidade podem também aumentar a vulnerabilidade 
do inimigo natural à predação no campo (Kunkel et al., 2001). 
 Situações em que se expõem os organismos aos agrotóxicos podem provocar 
respostas fisiológicas e bioquímicas, sendo uma delas a desintoxicação ou 
metabolismo do produto por enzimas (Oliveira et al., 2012).  Após as primeiras 24 
horas de exposição à mistura dos herbicidas, o número de fêmeas de P. nigrispinus 
dispostas à cópula foi aumentado, passando a apresentar atividades locomotivas. A 
influência de imidaclopride na mobilidade de artrópodes benéficos mudou com o 
tempo (Suchail, 2001). Com a mesma dose de imidaclopride foi possível observar 
efeitos inversos de acordo com o período de observação (Desneux, 2007). 
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 Para os demais tratamentos, o efeito dos herbicidas sobre a predisposição das 
fêmeas de P. nigrispinus às cópulas não foi afetado, o que sugere uma tolerância aos 
herbicidas isolados. Este resultado mostra que possivelmente ocorreram interações 
entre os ativos dos herbicidas, no tratamento composto pela mistura, onde somente 
duas fêmeas se mostraram predispostas à cópula nas primeiras 24horas. Tais interações 
podem ser toxicocinéticas e toxicodinâmicas (Andersen & Dennison 2004), com 
consequente comportamento sinérgico da mistura de atrazine e nicossulfuron. Outro 
fator que pode justificar este comportamento pode ser relacionado com a interação das 
diferentes substâncias químicas presentes na formulação dos herbicidas, como 
solventes, surfatantes e agentes molhantes, que podem modificar o efeito do 
equivalente ácido do herbicida nos organismos (Malkone, 2000; Santos et al., 2004). 
 Estudos anteriores com os herbicidas atrazine e nicosulfuron, ambos em doses 
comerciais, sobre ninfas de P. nigrispinus mostraram uma taxa de sobrevivência 
afetada negativamente até o quarto estádio do predador (Menezes et al., 2012). Neste 
bioensaio, não houve alteração na longevidade das fêmeas, para nenhum dos 
tratamentos aplicados. A longevidade das fêmeas de P. nigrispinus, varia 
consideravelmente dependendo do tipo de presa e disponibilidade e das condições 
ambientais. Fêmeas alimentadas somente como T. molitor e água, apresentam 
longevidade em torno de 24 dias. A inclusão de plantas na dieta destes predadores 
aumenta a sua longevidade em até 10 dias (Torres et al., 2006). 
 Os resultados da ação conjugada dos fatores relacionados à alimentação e à 
reprodução que ocorrem entre a exposição dos herbicidas até a morte são 
extremamente importantes (Desneux et al., 2007). Podisus nigrispinus é uma espécie 
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considerada sinovigênica, pois necessitam de alimentação para a produção de ovos que 
ocorre por toda a vida, assim, uma alimentação reduzida em adultos de sinovigênicos 
pode reduzir a produção de ovos, o que leva à redução do seu fitness.  
  Apenas o período de pré-oviposição de P. nigrispinus foi maior com a dose de 
nicosulfuron utilizada, sendo os demais períodos de pós-oviposição e oviposição, 
semelhantes entre tratamentos. O mesmo foi observado para Supputius cincticeps 
expostos à concentrações subletais de permetrina (Lemos et. al., 2005). A tolerância os 
agrotóxicos pode ser justificada pela baixa taxa de penetração dos produtos tóxicos na 
cutícula deste predador, o que pode ter provocado uma rápida metabolização e/ou a 
alterações dos efeitos (Yu, 1988). 
 Alterações fisiológicas nos predadores foram observadas por meio do estudo 
dos parâmetros reprodutivos avaliados, com diminuição da capacidade reprodutiva das 
fêmeas que receberam os herbicidas.  Os agrotóxicos podem atrapalhar a coordenação 
precisa entre o sistema nervoso e o hormonal dos insetos, resultando em um colapso 
destes sistemas e em uma série de eventos fisiológicos e comportamentais, 
relacionados com a oviposição (Desneux et al. 2007). 
 Muitos relatos descrevem os efeitos subletais de agrotóxicos sobre os inimigos 
naturais, mas apenas os testes de mortalidade são considerados quando uma escolha 
deve ser feita entre os vários agrotóxicos no contexto do MIP (Desneux et al. 2007). 
De acordo com as observações deste estudo, a longevidade das fêmeas de P. 
nigrispinus não foi influenciada pelos efeitos dos herbicidas isolados ou em mistura, 
porém estes provocaram uma redução na capacidade reprodutiva da espécie. Os 
impactos de atrazine e nicosulfuron na longevidade e mortalidade são mais agressivos 
44 
 
na fase imatura desta espécie (Menezes et al., 2012). Assim, são necessários mais 
estudos para garantir que as fêmeas, presentes no campo, sejam capazes de 
restabelecer a comunidade destes predadores após o contato direto com os herbicidas. 
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Tabela 1 – Média ± desvio padrão do tempo de cópula e longevidade de fêmeas de 
Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae) expostas a atrazine e nicosulfuron. 
  
Tratamento Numero de fêmeas  
Longevidade 
(dias) 
Tempo de cópula 
(horas) 
Número de fêmeas 
acasaladas em 24 
horas 
Controle 12 22,08 ± 11,41ª 13,8 ± 4,15a 10a 
Atrazine 12 15,00 ± 8,34ª 15,14 ± 2,26a 7a 
Nicosulfuron 12 22,08 ± 8,81ª 11,1 ± 4,14a 10a 
Blend 12 18,75 ± 10,21ª 10 ± 9,89a 2b 
Colunas seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
 
 
 
Tabela 2. Média ± desvio padrão das características reprodutivas de Podisus 
nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae) exposto a atrazine e nicosulfuron. 
Tratamento 
Período de pré-
oviposição 
(dias) 
Período de pós 
oviposição 
(dias) 
Período de 
oviposição 
(dias) 
Número 
de ovos 
produzidos 
por fêmea 
Viabilidade 
% 
Controle 4,67 ± 2,45a 5,44 ± 2,40ª 16,67 ± 9,68a 173,0b 76%a 
Atrazine 7,22 ± 4,41a 2,33 ± 2,50ª 8,22 ± 3,63a 74,5a 62%a 
Nicosulfuron 8,60 ± 2,67b 4,00 ± 2,40ª 13,00 ± 7,85a 92,8a 71%a 
Blend 6,90 ± 2,38a 1,7 ± 2,36ª 12,10 ± 9,52a 81,2a 72%a 
Colunas seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Figura 1. Período de pré-oviposição, oviposição e pós-oviposição em todo o ciclo de 
vida da fêmea de Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae) exposto a atrazine e 
nicosulfuron. 
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CAPITULO II 
 
MORFOLOGIA E HISTOLOGIA DAS ESTRUTURAS REPRODUTIVAS DAS 
FÊMEAS DE Podisus nigrispinus (STAL) (HEMIPTERA: PENTATOMIDAE) 
EXPOSTAS A ATRAZINE E NICOSULFURON 
 
RESUMO 
 Podisus nigrispinus pode ter sua eficiência, como agente de controle biológico, 
afetada pelo uso de herbicidas que podem interferir em rotas metabólicas não alvo 
alterando assim seu fitness. Desta forma, foram avaliados, em doses comerciais, os 
efeitos ecotoxicológicos causados pelos herbicidas atrazine, nicosulfuron e mistura 
(atrazine + nicosulfuron), na morfologia e histologia das estruturas reprodutivas das 
fêmeas de P. nigrispinus. Aos quatro dias de idade, quinze fêmeas adultas de P. 
nigrispinus, por tratamento, receberam água ou a dose de 1,5 g L-1 atrazine ; 0,3 g L-1 
nicosulfuron ; 1,5 g L-1 + 0,3 g L-1, atrazine + nicosulfuron. Após seis horas de 
exposição, as fêmeas foram transferidas para placas de Petri (10 cm), com um macho 
de P. nigrispinus para cada fêmea. Sete dias após a sua emergência, três fêmeas de P. 
nigrispinus, oriundas de cada tratamento foram dissecadas. Foi observado o 
desenvolvimento e maturação dos ovócitos, feita a contagem do número de ovócitos 
maduros e imaturos, do número de ovaríolos e comparações da histologia das 
estruturas reprodutivas. Independente do tratamento aplicado neste bioensaio, os 
ovários de P. nigrispinus não apresentaram diferenças morfológicas e histológicas. A 
quantidade de ovócitos encontrado em cada ovaríolo está fortemente relacionada com 
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a fertilidade. Fêmeas de P. nigrispinus, expostas aos herbicidas apresentaram ovaríolos 
com menor número de ovócitos sendo a maioria imatura, evidenciando que os 
herbicidas atrazine e nicosulfuron alteram a capacidade reprodutiva desta espécie. 
Palavras-chave: Inimigos naturais, Seletividade, Efeito subletal, Reprodução, 
Estruturas Reprodutivas. 
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MORPHOLOGY AND HISTOLOGY OF THE STRUCTURES OF FEMALE 
REPRODUCTIVE Podisus nigrispinus (STAL) (HEMIPTERA: 
PENTATOMIDAE) EXPOSED TO ATRAZINE AND NICOSULFURON 
 
Abstract 
 Podisus can have their efficiency as biological control agent  affected by the use 
of herbicides that can interfere with metabolic pathways not target thus changing your 
fitness. Thus, were evaluated in commercial doses, the ecotoxicological effects caused 
by atrazine, nicosulfuron and mixture (atrazine + nicosulfuron), the morphology and 
histology of the female reproductive structures of the predator. At four days of age, 
fifteen adult females of the predator by treatment received water or the dose of 1.5 g L-
1 atrazine, 0.3 g L-1 nicosulfuron, 1.5 g L-1 + 0 , 3 g L -1 atrazine + nicosulfuron . After 
six hours of exposure, the females were transferred to Petri dishes (10 cm), with a 
male of the predator for each female. Seven days after their emergence, three females 
of the predator, arising from each treatment were dissected. The development and 
maturation of oocytes, made by counting the number of immature and mature oocytes, 
number of ovarioles histology and comparisons of reproductive structures was 
observed. Regardless of the treatment applied in this bioassay, the ovaries of the 
predator showed no morphological and histological differences. The number of 
oocytes found in each ovariole is strongly related to fertility. Females of the predator 
exposed to herbicides had fewer ovarioles with oocytes being the most immature, 
showing that atrazine and nicosulfuron alter the reproductive capacity of this species. 
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Keywords: Natural enemies, selectivity, sublethal effects, Reproduction, Reproductive 
Structures. 
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1. INTRODUÇÃO 
 Hemípteras predadores estão presentes nos mais diversos agroecossistemas e 
são capazes de reduzir o uso de produtos químicos no controle a insetos pragas 
(Lacerda et al. 2004; Lundgren, 2011). Nessa ordem, uma das espécies que se destaca 
como um importante agente de controle biológico de pragas é o predador Podisus 
nigrispinus (Stal) (Heteroptera: Pentatomidae), esse percevejo ataca mais de 30 
espécies de pragas de importância econômica e possui ocorrência natural em diversos 
agroecossistemas (Zanuncio et al., 2003; Freitas et al., 2006; Torres et al., 2006). Sua 
utilização, além de representar uma alternativa ao controle químico, reduz os custos de 
produção e impactos ambientais (Matos Neto et al., 2004). 
 Sua eficiência como agente de controle biológico está relacionada com 
condições (abióticas e bióticas) que garantam a sua permanência no campo, sem 
causar alterações no seu comportamento (Torres et al., 2006; Stark et al. 2007; 
Martinou et al. 2014). O uso de agrotóxicos pode interferir em rotas metabólicas não 
alvo presentes nestes insetos alterando assim seu fitness, na sua capacidade reprodutiva 
e dinâmica populacional (Torres et al., 2006; Camilo et al. 2012; Menezes et al. 2012).  
 Podisus nigrispinus podem ser introduzidos antes do estabelecimento da praga, 
prevenindo o seu crescimento populacional, podendo estar presentes no campo por 
todo ciclo da cultura (De Clercq & Degheele 1992; De Clercq, 2002). A fecundidade 
dos inimigos naturais pode ser negativamente afetada pelo uso de agrotóxicos, 
incluindo substâncias químicas controladoras de plantas daninhas (Desneux et al. 
2007; Oliveira et al., 2012), o que compromete a sua permanência no campo. Esta 
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condição pode ser responsável por variações nos ógãos reprodutivos destes organismos 
afetando sua reprodução (Desneux, 2004). 
 Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar, em doses comerciais, os efeitos 
ecotoxicológicos causados pelos herbicidas utilizados na cultura do milho, sobre a 
morfologia e histologia das estruturas reprodutivas das fêmeas de P. nigrispinus. 
 
2. MATERIAS E MÉTODOS 
2.1. OBTENÇÃO DAS FÊMEAS DE P. nigrispinus  
 Ovos de P. nigrispinus foram oriundos da criação do Laboratório de Controle 
Biológico de Insetos da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri – 
UFVJM, onde este predador é criado a 25 ± 2ºC, 70 ± 10% de umidade relativa e 
fotofase de 12 horas. Duzentos ovos com menos de 24 horas foram coletados e 
dispostos em potes plásticos de 500 mL com um chumaço de algodão umedecido com 
água (Menezes et al., 2012), prevenindo-os de um possível ressecamento. Ao 
atingirem o 3º estádio as ninfas de P. nigrispinus foram separadas em grupo de cinco 
para evitar o canibalismo. Durante todo o experimento, ninfas e adultos foram 
alimentados com pupas de Tenebrio molitor (Linnaeus) (Coleoptera: Tenebrionidae) 
ad libitum (Torres et al., 2006) reproduzidas no Laboratório de Controle Biológico de 
Insetos da UFVJM. Após a emergência, os adultos de P. nigrispinus foram sexados 
pela aparência externa da genitália (Lemos et al., 2005). Na morte dos machos durante 
os bioensaios, os mesmos foram substituídos por outros machos de mesma idade. 
 
 2.2. COMPOSIÇÃO DOS TRATAMENTOS 
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  Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado com 
doze repetições, compostos pelo controle (água destilada) e pelos herbicidas atrazine 
(Primóleo® 400g i.a/L), nicosulfuron (Sanson® 40g i.a./L) e em mistura (atrazine 
(Primóleo® 400g i.a/L) + nicosulfuron (Sanson® 40g i.a/L)). A dose dos herbicidas 
foi calculada de acordo com o diâmetro médio do pote plástico de 500 mL. 
 
2.4. APLICAÇÃO DOS TRATAMENTOS  
   Aos quatro dias de idade como adulta, quinze fêmeas de P. nigrispinus, por 
tratamento, foram individualizadas em potes plásticos de 500 mL, forrados com folhas 
de milho para evitar o contato da fêmea com excesso do produto. Para a aplicação 
utilizou-se uma seringa de 1 mL, com agulha adaptada para pulverização, aspergindo-
se 0,26 mL de água destilada; 1,5 gL-1 de atrazine; 0,3 gL-1 de nicosulfuron e 1,5gL-1 + 
0,3 gL-1 da mistura, atrazine + nicosulfuron, correspondentes à recomendação de 6 e 
1,5 Lha-1 dos produtos comerciais Primóleo® 400g i.a/L e Sanson® 40g i.a./L, 
respectivamente. A aplicação foi feita diretamente sobre as fêmeas (Menezes et al., 
2012).  Após seis horas, tempo necessário para a penetração do herbicida nas folhas do 
milho, as fêmeas foram transferidas para placas de Petri (10 cm), com um macho de P. 
nigrispinus para cada fêmea. 
 
2.4.  ANÁLISE MORFOLÓGICA - OBTENÇÃO DE OVÁRIOS  
 Sete dias após a sua emergência, três fêmeas de P. nigrispinus oriundas de cada 
tratamento, descrito anteriormente, foram dissecadas em solução salina no Laboratório 
de Histologia da UFVJM. Foi observado o desenvolvimento e maturação dos ovócitos 
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em cada ovaríolo e a contagem do número de ovócitos maduros e imaturos e do 
número de ovaríolos (Soares et al., 2011). Os ovários de P. nigrispinus foram 
fotografados com câmera digital de 16.1 megapixels acoplada ao microscópio 
estereoscópico. Logo após a extração, os ovários foram transferidos imediatamente 
para a solução fixadora Bouwin. 
 
2.5.  ANÁLISE HISTOLÓGICA - PREPARAÇÃO DOS OVÁRIOS  
 Ovários de P. nigrispinus previamente fixados em solução Bouwin por 24 h à 
temperatura ambiente, foram desidratados em série crescentes de etanol (70%, 80% e 
95%) incluídos em historesina (Leica). Cortes semi-finos, com seções de 5 µm de 
espessura foram realizados no Laboratório de Biologia Molecular e Celular, 
Citogenética e Histologia Reprodutiva da Universidade Federal de Viçosa – UFV, por 
meio do ultra-micrótomo Leica Ultracut UCT e corados em solução aquosa de 
hematoxilina e eosina. Após a coloração, os cortes foram rapidamente lavados em 
água destilada para se retirar o excesso de corante e posterior secagem, antes da 
montagem de lamínula em Entelan (Merck). Foram realizadas comparações da 
histologia destas estruturas, conforme os diferentes tratamentos aplicados sobre as 
fêmeas de P. nigrispinus. 
 
3. RESULTADOS 
3.1 – AVALIAÇÃO MORFOLÓGICA DOS OVÁRIOS DE P. nigrispinus 
 O sistema reprodutivo das fêmeas de P. nigrispinus submetidas aos herbicidas 
apresentaram estruturas semelhantes ao controle (fig.01). Independente do tratamento 
60 
 
aplicado cada ovário de P. nigrispinus era composto por sete ovaríolos, dois ovidutos 
laterais e um oviduto comum. Os ovaríolos estavam unidos na extremidade inferior, 
formando o oviduto lateral. Por sua vez, os ovidutos laterais unidos e formando o 
oviduto comum. Os ovários estavam suspensos na cavidade do corpo do inseto, 
localizado na região abdominal, por filamentos terminais e na extremidade inferior 
pelos ovidutos laterais. Os filamentos terminais estavam interligados aos ovaríolos, 
formando um grupo de estrutura compacta. Cada ovário pôde ser descrito como uma 
série de tubos de afilamentos de ovos, os ovaríolos, tipificados como longos tubos 
rodeados por uma rede traqueal que contêm uma progressão de desenvolvimento de 
ovócitos. Embora os tratamentos aplicados sobre as fêmeas de P. nigrispinus não 
tenham afetado a morfologia destas estruturas, foi observado menor número de 
ovócitos maduros nestes. O atraso no desenvolvimento dos ovócitos gerou menor taxa 
de reprodução, porém com semelhante viabilidade entre os tratamentos (tabela 01). A 
figura 01 expõe de forma mais evidente, uma rede traqueal e um corpo gorduroso no 
aparelho reprodutor das fêmeas expostas aos herbicidas atrazine e nicosulfuron. 
 
3.2 – AVALIAÇÃO HISTOLÓGICA DOS OVÁRIOS DE P. nigrispinus 
 Os estudos histológicos mostraram que os ovários de P. nigrispinus não 
sofreram alterações nas células de seus tecidos pelo contato direto das fêmeas com os 
herbicidas, atrazine, nicosulfuron. Todos os ovários apresentaram a estrutura do tipo 
meroístico telotrófico. A figura 02 (A) apresenta um ovaríolo dividido em um 
filamento terminal, um germário ou trofário e o vitelário.  O vitelário, região posterior 
ao trofário, sendo a região mais extensa do ovário, na qual os ovócitos sofrem 
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modificações morfo-funcionais, resultando no completo desenvolvimento ou 
maturação do ovo. Na figura 02 (B) os ovócitos passam pelos processos de 
vitelogênese e coriogênese, em arranjo linear, onde os ovócitos mais desenvolvidos 
apresentaram um aumento do volume e uma maior quantidade de vitelo. O germário 
(fig.02 C) é o sítio de divisão e diferenciação das células germinativas. Local onde 
ocorre a formação dos cistos, grupo de células germinativas diferenciadas, onde a 
partir desses serão originados os trofócitos e os ovócitos, juntamente com as células 
somáticas, formando os folículos ovarianos. A figura 02 D, retrata as células 
foliculares circundando, por meio de uma única camada, os ovócitos. Entre as células 
da camada circundante, há uma interrupção que serve de canais nutritivos para os 
ovócitos. Foi observado em todos os tratamentos, ovócitos em avançado estágio de 
desenvolvimento, com células foliculares mais compactas adquirindo maior espessura 
com o crescimento dos ovócitos (Fig. 02 D). Durante o processo da vitelogênese, 
ocorre a intensificação do metabolismo das células foliculares (fig.02 E). Não foi 
observada morte das células foliculares dos ovaríolos de fêmeas expostas aos 
herbicidas.   
 
4. DISCUSSÃO 
  Existem poucos relatos sobre a morfologia e histologia do sistema reprodutivo 
de fêmeas de percevejos, com potencial para serem utilizadas como agentes do MIP, 
relacionados aos efeitos de agrotóxicos nessas estruturas.  
 Os ovários de P. nigrispinus foram semelhantes, morfologicamente e 
histologicamente, independente do tratamento aplicado neste bioensaio. Evidenciamos 
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que fêmeas de P. nigrispinus, expostas aos herbicidas atrazine, nicosulfuron e mistura 
destes apresentou ovaríolos com ovócitos, em um mesmo ovário, com semelhantes 
estádios de desenvolvimento. Cada ovaríolo de um mesmo ovário apresenta-se com 
estádio de desenvolvimento semelhante, sem que exista diferença de gradientes entre 
eles (Buning, 1994; Lemos et al., 2005; 2006). Porém, os ovários tratados com os 
herbicidas, apresentaram um menor número de ovócitos, sendo a maioria imatura. Isto 
provocou menor taxa reprodutiva, devido ao efeito subletal dos herbicidas no 
desenvolvimento dessas estruturas (Vandekerkhove, 2006; Lundgren, 2011). 
 O hormônio juvenil (JH) está relacionado com o metabolismo geral, agindo no 
corpo dos insetos como um todo. Na tentativa de isolamento do JH, não foi 
evidenciado processos bioquímicos independentes deste hormônio (Novák, 1975). 
Secretado pela glândula corpora allata (CA), este hormônio é essencial para a plena 
expressão da produção de ovos na maioria dos insetos adultos (Davey, 2007).   
 Este estudo mostra que os herbicidas atrazine e nicosulfuron poderiam afetar o 
metabolismo do HJ, causando um acúmulo de ovócitos pré-vitelogênicos. A ausência 
do HJ pode afetar os espaços entre as células foliculares, não permitindo a deposição 
de vitelogenina, causando um acúmulo de ovócitos pré-vitelogênicos. Caso o 
fornecimento do HJ seja normalizado, provavelmente, ocorre o restabelecimento da 
ovogênese (Kotaki, 1996; Davey, 2000; 2007). 
 A presença pronunciada do tecido corpo gorduroso nos ovários de P. 
nigrispinus nos tratamentos com os herbicidas não pôde ser comprovada neste 
experimento, pois não foi possível sua quantificação. Mas outros estudos relatam que, 
para a maioria dos insetos, a síntese de vitelogenina, controlada pelo HJ, tem sua ação 
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estimulada pelo corpo gorduroso (Davey, 2007).  Assim, com a quantificação do corpo 
gorduroso, seria possível comprovar que o aumento deste nas fêmeas de P. nigrispinus 
é uma estratégia para garantir a síntese da vitelogenina, com conseguinte maturação 
dos seus ovos. É possível hipotetizar que o corpo gorduroso está em processo de 
desintoxicação, o que justificaria seu aumento de volume, uma vez que sua função é 
também de defesa, e por este motivo a indução da produção de vitelogenina foi menor 
para permitir a maturação dos ovócitos. 
 Fêmeas de P. nigripinus são capazes de criar estratégias para manter a 
maturação de seus ovócitos e assim garantir a reprodução na presença dos herbicidas 
atrazine e nicosulfuron, mas com menor taxa de perpetuação da espécie. Mais estudos 
podem ser elaborados, com o objetivo de determinar a presença do corpo gorduroso e 
inferir a sua participação na produção de vitelogenia em fêmeas expostas aos 
herbicidas atrazine e nicosulfuron.  
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Figure 1. Ovários de Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae) em diferentes 
tratamentos: controle (A), a atrazina (B), mistura (atrazine + nicosulfuron) (C), nicosulfuron 
(D). Barras = 2 mm. 
 
 
 
Tabela 01. A média ± desvio padrão de número de ovócitos maduros e imaturos de 
Podisus nigrispinus (Hemiptera: Pentatomidae). 
Tratamento Ovócitos 
maduros 
Ovócitos imaturos Taxa reprodutiva Viabilidades dos 
ovos 
(%) 
Controle 25 ± 5,19 a 9,33 ± 3,78 a 173,0 a 76ª 
Atrazine 3,33 ± 2,88 b 14,0 ± 3,60 a 74,5 a 62ª 
Nicosulfuron 5,67 ± 5,93 b 11,3 ± 1,53 a 92,8 a 71ª 
Blend 7,33 ± 6,42 b 13,33 ± 2,08 a 81,2 a 72ª 
Columns followed by same letter do not differ between them by “Tukey” test with 5% probability 
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Figure 2. Corte longitudinal do ovaríolo do predador Podisus nigrispinus (Hemiptera: 
Pentatomidae) em diferentes estágios de desenvolvimento. A,B) Vista geral de 
ovócitos em diferentes fases de desenvolvimento e com arranjo linear. C) Região 
germário. D, E) Detalhes de células do folículo em diferentes estágios de 
desenvolvimento. G, germário; O, oócito; V, vitelário; FC, células do folículo; Y, 
gema; PS, peritoneal; CR, corion. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 As doses dos herbicidas atrazine e nicosulfuron recomendadas comercialmente 
são capazes de provocar efeitos subletais sobre as fêmeas de P. nigrispinus.  Não 
ocorrendo, porém, alterações morfológicas e histológicas em seu sistema reprodutivo 
que pudessem tornar inviável a reprodução. 
 O impacto maior destes herbicidas em adultos deste predador está relacionado 
com a capacidade da fêmea de P. nigrispinus em manter níveis populacionais 
adequados da sua espécie no campo. A redução na capacidade reprodutiva pode 
comprometer sua adaptação no campo, alterando a eficiência dessa espécie como 
agente de controle biológico.  
 Estudos que visam selecionar os agrotóxicos para o uso de forma compatível 
com o MIP, consideram apenas os testes de mortalidade. Estes não incluem impactos 
na capacidade reprodutiva das espécies, sendo necessário mais trabalhos para avaliar 
se fêmeas predadoras expostas a atrazine e nicosulfuron são capazes de restabelecer a 
comunidade destes predadores. 
  
 
